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論文内容の要旨
【緒言】
近年、ウイルス感染とアポトーシスの関連性に対する研究が精力的に進められており、アポトーシスならびにネク
ローシスによる細胞死がウイルス感染において重要な役割を果たすことが示されている。しかし、過去における単純
ヘルペスウイルス 1 型 (HSV-l)と細胞死の研究は、感染細胞の生死を制御する機構に視点が置かれており、細胞
死誘導シグナルが、ウイルスの細胞表面への吸着にはじまり、細胞内への侵入、脱殻、核への DNA の侵入、転写・
翻訳、ゲノム複製、ウイルス粒子形成、ウイルス放出といったウイルス増殖サイクルの各過程にし、かなる影響を及ぼ
すかについては、ほとんど検討されてこなかったD
そこで、本研究では、増殖サイクルの最終段階であるウイルス放出過程に着目し、細胞死誘導性薬剤の HSV-1細
胞外放出に及ぼす影響につき検討を行った。
【材料と方法】
1.細胞としては、 A431-7細胞と口腔扇平上皮癌由来の FI、 KB、 SAS、 Ca9-22細胞を用いた。 HSV-1は KOS 株を
用い、ウイルスの感染力価は、 Vero 単層細胞でのプラック形成にて測定した。
2. 細胞死誘導性薬剤として、 TNF-α 、抗 Fas 抗体、 C2セラミド、スフィンゴシン、 H-7、チルホスチン 9 、カン
プトテシン、イオノマイシンを用いた。
3. 細胞レベルでの細胞質内カルシウムイオン濃度 ([Ca2 +J c) の測定法は、細胞を Ca2+感受性色素 Indo-1/AM で
標識し、付着細胞機能分析装置にて単一細胞レベルの蛍光強度を測定した。
4. 死細胞とアポトーシス細胞の割合は、それぞれトリパンブルー染色とアネキシンV染色を用いて測定した。
5. 細胞 DNA の断片化を検出するため、 0.6% TrítonX-100を含む Trís • HCl 緩衝液にて細胞を溶解し、低分子化
DNA を抽出した。 DNA をアガロースゲル電気泳動し、エチジウムブロマイド染色を行った。
6. HSV-1感染細胞の形態変化を透過型電子顕微鏡にて観察した。
【結果と考察】
1. HSV-1を感染し 18時間を経過した A431-7細胞に対して、各種細胞死誘導性薬剤で処理を行った結果、 lμM の
イオノマイシンで処理した細胞では、細胞外ウイルス量の顕著な増加がみられ、イオノマイシンは HSV-1放出を充
進することが明らかとなった。より高濃度では、効果はむしろ低下した。また、ウイルス放出に対する効果は処理開
にU? ?
始30分より認められた。
2. 口腔癌由来上皮細胞である FI、 KB、 SAS、 Ca9-22細胞においても 1μM のイオノマイシン処理で細胞外ウイ
ルス量の増加がみられた。
3. 経時的に [Ca2 +J c を測定した結果、イオノマイシン処理直後より三相性のピークが出現した。最初のピークは
細胞内 Ca2 +貯蔵部位からの細胞質内放出を表すもので、遅れて出現する [Ca2+ J c の上昇は、 Ca2+流入を表している
ものと考えられた。細胞外から Ca2 +を除去した条件下では、イオノマイシンによる細胞外ウイルスの増加はみられ
ず、タプシガルジンで前処理を行って小胞体内の Ca2+を枯渇させておいてもイオノマイシンの効果は依然認められ
た。したがって、 Ca2+の流入が HSV-l放出促進において重要な働きをすることが明らかとなった。
4. イオノマイシン処理で細胞の円形化、膨化、空胞化がみられた。トリパンブルー染色、アネキシンV染色、断片
化 DNA の検出から、イオノマイシン処理細胞ではアポトーシスとそれ以外の死、すなわちネクローシスが誘導され
ることが示唆された。 DNA 断片化は広域カスパーゼ阻害剤である VAD-FMK で前処理するとみられなくなるため、
カスパーゼに依存したアポトーシスと考えられた。感染細胞をイオノマイシンで処理した場合も、断片化 DNA の増
加傾向がみられた。しかし、 VAD-FMK で前処理してもイオノマイシンによるウイルス放出充進効果は阻害されな
かっ TこO
5. イオノマイシン処理細胞の電子顕微鏡観察では、細胞質の膨化、ミトコンドリア膨化を特徴とするネクローシス
様変化を示す細胞やアポトーシスとネクローシスが混在した形態を示す細胞がみられた。ネクローシスによる細胞膜
の破壊にともなって細胞外へ放出されるウイルス粒子が認められた。
【結論】
HSV-l増殖サイクルの最終段階であるウイルス放出過程に着目し、各種細胞死誘導性薬剤の HSV-l細胞外放出に
及ぼす影響につき検討を行った結果、表皮ならびに口腔粘膜上皮由来細胞において、イオノマイシンによって誘導さ
れる [Ca2つ c 上昇を伴った細胞死が HSV-lの放出を充進させることが示唆された。 HSV-lの複製が進行した段階
で細胞死が誘導されると、細胞内の子孫ウイルスが多量に放出され、 HSV-l感染の拡大を招くものと思われる。
論文審査の結果の要旨
本研究は、単純へルペスウイルス 1 型 (HSV-l) 増殖サイクルの最終段階であるウイルス放出過程に着目し、細
胞死誘導性薬剤が HSV-lの細胞外放出に及ぼす影響について検討したものである。
その結果、表皮ならびに口腔粘膜上皮由来細胞において、イオノマイシンによって誘導される [Ca2+J c 上昇を伴っ
た細胞死が HSV-lの放出を克進させることが明らかとなり、 HSV-lの複製が進行した段階での細胞死は、子孫ウイ
ルスの放出を介して HSV-l感染の拡大に貢献することが示唆された。
以上の結果は、口腔ヘルペスの感染様式を解明し伝播を制御する上で極めて重要な知見を与えるものであり、博士
(歯学)の学位を与えるに値するものと認める o
ワ白??声hu
